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Resumo

Inumeros estudos foram realizados com o objetivo de desvendar as alteragbes
decorrentes da intoxicagdo por mercurio no sistema nervoso central (SNC),
bem como os receptores e neurotransmissores envolvidos em tais alteragdes.
No entanto, pouco se sabe sobre as alteragbes cardiopulmonares decorrentes
dessa intoxicagdo. Assim sendo, essa pesquisa teve como objetivo avaliar as
alteracdes na PAS (pressao arterial sistélica), PAD (presséao arterial diastdlica),
PAM (pressao arterial media), FR (frequéncia respiratéria) e FC (frequéncia
cardiaca) apos a injegéo intracisternal (IC) de cloreto de mercurio e analisar a
participagédo do sistema nervoso autbnomo em tais respostas. Foram utilizados
ratos Wistar (300g). Os ratos foram divididos em onze grupos, quatro grupos
Controle que receberam solugdo salina (5 pul, i.c); salina (5 ul, i.c) e
hexametonio (20 mg/Kg i.v); salina (5 pl, i.c) e prasozin (1mg/Kg, i.v) e salina (5
ul, i.c) e metilatropina (1 mg/Kg i.v) e sete grupos experimentais que
receberam microinje¢des HgCl, nas doses de 0,68, 1,2, 2,4, 60 e 120 ug/ Kg
(5ul, i.c) ; 60 pug/ Kg de HgCly, (5ul, i.c) e hexametdnio (20 mg/Kg i.v), 60 ug/
Kg de HgCly, (5ul, i.c) e prasozin (1mg/Kg i.v) e 60 ug/ Kg de HgCl, (5ul, i.c) e
metilatropina (1 mg/Kg i.v). Apds indugdo anestésica com halotano foi feita a
canulacdo da veia femoral e anestesia plena com uretana (1,2 g / Kg). Em
seguida foi realizada a canulagédo da artéria femoral para registro da pressao
arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastdlica (PAD), pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Foi realizado traqueostomia para registro da
frequéncia respiratoria (FR). A exposi¢cao da cisterna magna foi feita através da
retirada dos musculos esplénico da cabeca, semi-espinhal cefalico e trapézio.
O animal foi colocado no estereotaxico e posicionado em decubito ventral com
estabilizacdo da cabeca. Depois do periodo de estabilizagdo, as solugdes
foram injetadas (salina ou HgClI,, ic) e os registros foram obtidos durante 50
minutos. O envolvimento do sistema nervoso autébnomo (SNA) foi avaliado
através da injecao intravenosa de hexameténio (20 mg/kg, iv), prasozin (1
mg/kg, iv) e metilatropina (1mg/kg, iv) em ambos os grupos, estas injecdes
intravenosas foram realizadas 10 minutos antes da injegao de HgCl, ou salina.

A injecao Intracisternal de salina ou de 0,68, 1,2, 2,4 ug / Kg de HgCl,; nado



modificou os parametros basais do sistema cardiorepiratorio. A dose de 120 ug
/ kg provocou a parada respiratéria e morte dos animais do grupo Mercurio.
Por outro lado, a microinjecédo de 60 ug/kg HgCl, i.c. induziu um aumento
significativo (p <0,05) na PAS aos 30, 40 e 50 min, DAP aos 5, 10, 20, 30,40 e
50 min, PAM aos 5, 10, 20, 30, 40 e 50 e reducéo da RF aos 5, 10, 20, 40 e 50
min no grupo Mercurio. Apos administracdo de Hexametdnio esses efeitos
foram abolidos. O bloqueio de receptores as-adrenérgicos aboliu o aumento da
PAS, PAD, PAM e FC apd6s microinjecao 60ug/kg HgCl,. Por outro lado, este
tratamento aumentou a FR. Apos a injecdo de Metilatropina (1mg / Kg iv), os
animais evoluiram com depressao respiratoria, culminando com parada
respiratoria e morte. Nossos resultados demonstram que os aumentos na
pressao arterial sistdlica, diastdlica e média induzida pela inje¢ao de cloreto de

mercurio sdo mediados por ativagcdo do sistema nervoso simpatico.



Abstract

The present studies were conducted to changes arising from mercury poisoning
in the central nervous system (CNS), with a focus on determining the receptors
and neurotransmitters involved. Currently, little is known regarding the
neurological basis of the cardiopulmonary effects of mercury poisoning. We
evaluated changes in systolic arterial pressure (SAP), diastolic arterial pressure
(DAP), mean arterial pressure (MAP), respiratory rate (RR) and heart rate (HR)
following a 5pl intracisternal (i.c) injection of mercuric chloride (HgCl,) and the
participation of the autonomic nervous system in these responses. Animals
were utilized 58 distributed randomly into 10 groups and administered a 5 pL
intracisternal injection of 0.68 pg/kg HgCl, (n =7), 1.2 pyg/kg HgCly (n=7), 2.4
pa/kg HgCl, (n=7), 60 pg/kg HgCl, (n=7), 120 pg/kg HgCl, (n=3), saline
(control) (n=7), 60ug/kg HQCIl, plus prazosin (n=6), saline plus prazosin (n=6),
60ug/kg HgCl, plus metilatropina (n=4) or saline plus metilatropina (n=4)HgCls.
Anesthesia was induced with halothane and maintained as needed with
urethane (1.2 g/kg) administered intravenously (i.v.) through a cannula placed in
the left femoral vein. The left femoral artery was also cannulated to record
systolic arterial pressure (SAP), diastolic arterial pressure (DAP) and heart rate
(HR). A tracheotomy was performed to record respiratory rate. Animals were
placed in a stereotaxic frame, and the cisterna magna was exposed. After a
stabilization period, solutions (saline or HgCl,) were injected i.c., and
cardiopulmonary responses were recorded for 50 minutes. Involvement of the
autonomic nervous system was assessed through the i.v. injection of
hexamethonium (20 mg/kg), prazosin (1 mg/kg) and methylatropine (1mg/kg) 10
minutes before the i.c. injection of HQCl, or saline. Treatment with 0.68, 1.2, 2.4
Mg/kg HgCl, or saline did not modify basal cardiorespiratory parameters,
whereas the 120 ug/kg dose induced acute toxicity, provoking respiratory arrest
and death. The administration of 60 pug/kg HgCl, , however, induced significant
increases (p < 0.05) in SAP at the 30°, 40° and 50° min, timepoints, DAP at the
5°, 10°, 20°, 30°, 40° and 50° timepoints and MAP at the 5°, 10°, 20°, 30°, 40°
and 50° timepoints . RR was significantly decreased at the 5°, 10°, 20°, 40° and

50°min timepoints; however, there was no change in HR. Hexamethonium



administration, which causes non-specific inhibition of the autonomic nervous
system, abolished the observed cardiorespiratory effects. Similarly, prazosin, a
aq-adrenoceptor blocker that specifically inhibits sympathetic nervous system
function, abolished HgCI, induced increases in SAP, DAP and MAP without
affecting HR and RR. Methylatropine (1mg/Kg), a parasympathetic nervous
system inhibitor, exacerbated the effects of HgCl, and caused slow-onset
respiratory depression, culminating in respiratory arrest and death. Our results
demonstrate that increases in SAP, DAP and MAP induced by the i.c. injection
of mercuric chloride are mediated by activation of the sympathetic nervous
system.

Keywords: Mercury chloride, central effects, cardiopulmonary regulation.
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| INTRODUGCAO

Ha mais de 2500 anos a.c os homens pré-historicos utilizavam o cinabrio
(sulfeto de mercurio), devido a sua coloragéo vermelho-dourada, para desenhar
nas paredes das cavernas e realizar pinturas faciais. Posteriormente, o
mercurio passou a ser utilizado na amalgamagao (queima direta de mercurio
metalico ligado ao cascalho, promovendo a separagao do ouro), em fotografia e
como anti-séptico no tratamento da sifilis. (Hylander & Meili, 2003; Clarkson et
al., 2007, Ekino et al, 2007).

A exposicao ao mercurio trouxe efeitos maléficos a saude dos seres
humanos, porém as alteragcdes resultantes da exposi¢cdo dos seres humanos
ao mercurio s6 chamaram a atencgao da sociedade cientifica apos os acidentes
ocorridos no Japao e Iraque. Na década de 60, no Japao ocorreu um grave
acidente decorrente da deposicdo de dejetos industriais com grande
quantidade de mercurio na Baia de Minamata. Esse mercurio foi entdo ingerido
através do consumo de peixes, desencadeando assim, sinais e sintomas como
ataxia, deterioragcao da fala, constricdo do campo visual, alteragbes sensoriais,
surdez, cegueira, tremores, movimentos involuntarios, deficiéncia mental, coma
e morte. Recém-nascidos cujas méaes foram contaminadas desenvolveram
retardo mental, neuropatia periférica, paralisia cerebral e cegueira. Essas
alteracdes ficaram conhecidas como Doeng¢a de Minamata ou Sindrome de
Hunter-Russell (Gochfeld, 2003, Takeuchi et al., 1996). No Iraque a
intoxicagdo do mercurio ocorreu em 1971, quando graos de trigo foram tratados
com fungicidas contendo mercurio organico. Essa intoxicagdo matou mais de
500 pessoas que ingeriram pao feito com o trigo contaminado. (Bakir et al.,
1973, Takeuchi et al., 1996, Clarkson et al., 1993).

No Brasil, especialmente na regido Amazbdnica e em Minas Gerais a
intoxicagdo por mercurio se da através da utilizacdo de métodos arcaicos e
perigosos na extracdo do ouro, pois através da amalgamagdo grande
quantidade de vapor de mercurio e eliminada é imediatamente inalada pelo
garimpeiro e também contamina o meio ambiente (Pestana & Formoso, 2003,
Passos & Mergler, 2008).



19
Introducéo

1.1 Caracteristicas do mercurio

O mercurio tem como caracteristica ser liquido e altamente maleavel,
quando se encontra em condigdes normais de temperatura e pressao
(Azevedo, 2003). Seu nome é derivado do latim, hydrargyrum, que significa
prata liquida, metal ao qual se assemelha (HSDB, 2004). O mercurio é
classificado em trés principais grupos: mercurio elementar, mercurio organico e
inorganico. Sendo os compostos inorganicos também chamados de sais de
mercurio, oriundos da jungdo do mercurio com o cloro, enxofre ou oxigénio e os
compostos de mercurio orgénicos também chamados de organometalicos,
originados da ligagao covalente entre o mercurio e o carbono (HSDB, 2004).

O mercurio elementar metalico (Hg®), em sua forma liquida é pouco
absorvido e representa pequeno risco a saude. Contudo, se o0 mesmo estiver
sob a forma de vapor de mercurio € rapidamente absorvido através dos
pulmdes, podendo levar a danos no organismo (Clarkson et al., 2007; Houston,
2007, ATSDR, 1999). O mercurio metalico, por possuir expansado volumétrica
uniforme, alta tensao superficial e ndo possuir aderéncia as superficies vitreas
é utilizado em esfignomandémetro e termémetros. Por possuir baixa resisténcia
elétrica e alta condutividade térmica, o mercurio metalico € empregado em
materiais eletro-eletrénicos. Devido ao seu alto poder de oxidacdo, o mercurio
metalico € usado em operacgdes eletroquimicas como na industria de cloro e
soda. Devido a facilidade de formagdo de amalgamas com outros metais, é
utilizado na industria metalurgica, na odontologia e no garimpo (Micaroni et al.,
2000).

O mercurio inorganico pode ser encontrado em diferentes estados
guando combinados com outros elementos quimicos dentre eles se destacam o
cloreto de mercurio (HgCl;) que é altamente toxico e corrosivo; o cloreto
mercuroso (Hg2Cly); o sulfeto de mercurio (HgS) que possui coloragao
vermelha e devido a isso € utilizado como pigmento de tintas e o fulminato de
mercurio (Hg (CNO),) utilizado como detonador em explosivos (HSDB, 2004,
Azevedo, 2003; ATSDR, 1999).

A forma organica € derivada a partir da biotransformacdo do mercurio
inorganico como o ion mercurico em metilmercurio (CHsHg") e dimetilmercurio

(CH3CH3Hg+) (Johnson, 2004). Alguns destes compostos também chamados
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de organometalicos foram usados como pesticidas e anti-sépticos. (WHO,
1990).

1.2 Formas de exposi¢ao do mercurio

O mercurio € considerado hoje um poluente ambiental de alto risco a
saude publica devido a sua elevada toxicidade e mobilidade nos ecossistemas
(Davis et al., 1994; Alexandre, 2006). Sua exposigdo pode ocorrer através de
fontes naturais e artificiais derivadas de atividades humanas. Como fontes
artificiais se destacam as queimas de combustiveis fésseis, industrias de cloro-
alcali, mineragao, queima de lixo e uso do carvao e petroleo (Davidson et al.,
2006; Lindberg et al., 2007; WHO, 1990).

As fontes naturais tém como principais emissores os desgastes de
materiais geologicos, atividades vulcanicas, terremotos, erosdo e também a
volatizagdo do mercurio presente no ambiente maritimo e na vegetacéo (WHO,
1990; Boening, 2000; Swain et al., 2000; EPA, 1997). O mercurio emitido tanto
de forma natural como decorrente de atividade humana encontra-se na forma
inorganica principalmente como vapor metalico (Hg®) (Hansen & Danscher,
1997).

Dentre todas as fontes naturais de emissdo de mercurio as mais
importantes sdo as provenientes da desgaseificacao da crosta terrestre. Devido
a erosdo e aos ciclos geoquimicos, estima-se que mais de cinco toneladas de
mercurio sao langados ao mar todos os anos. Com isso a crosta terrestre torna
uma importante fonte de contaminagcdo dos meios aquaticos. (Nascimento &
Chasin, 2001).

O ciclo do mercurio no meio ambiente compreende a emissao, a
circulagdo atmosférica através de seus vapores e a precipitacdo que ocorre
com as chuvas o que faz com que o mercurio retorne as terras e as aguas
(Boening, 2000). A emissdo do mercurio constitui parte importante do ciclo
deste metal na natureza e pode ocorrer de forma natural, por meio de
processos naturais ou por resultado de atividades humanas como citado acima
(EPA, 1997).
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1.3 Transporte e eliminagcao do mercurio

Por possuir uma caracteristica lipossoluvel o mercurio é altamente
difusivel, passando pelas membranas celulares, barreira hemato-encefélica e
placentaria chegando aos 6rgédos alvo. Quando na corrente sanguinea, o
mercurio sofre rapida oxidacdo nas hemacias e nos tecidos por meio da
catalase e peroxidase transformando-se em mercurio inorganico (mercurio
mercurio - Hg'™") e mercurio mercuroso (Hg*) o que limita sua absorgdo
(Halbach & Clarkson, 1978; Hursh et al., 1988; Asano et al., 2000; Clarkson et
al., 2007). O mercurio inorganico tem baixa lipofilidade e com isso pouca
capacidade de ultrapassar as membranas celulares (Clarkson et al., 2007).

O mercurio oxidado une-se fortemente ao grupamento —SH e como
consequéncia, inativa enzimas por sua toxidade, o que pode levar a lesao
tecidual além de interferir em varios processos metabdlicos (Malmstrem et al.,
1992; Asano et al., 2000; Gilman et al., 2007).

O metilmercurio ingerido € quase que completamente absorvido e
transportado pela corrente sanguinea (WHO, 1990). E através dela, que em
cerca de seis dias, as pessoas expostas podem alcangar concentracdes
téxicas no sistema nervoso central (Berlin, 1986). O metilmercurio entra na
célula em grande parte pela formagdo de um complexo com a L-cisteina e a
homocisteina, sendo eliminado conjugado com a glutationa (Ballatori &
Clarkson, 1985).

Apo6s ser absorvido ele é distribuido primariamente para o sistema
nervoso central e rins. Sua eliminagcdo se da geralmente pela urina e fezes
(Brodkin et. al., 2007).

1.4 Efeitos do mercurio sobre o Sistema Nervoso Central (SNC)

No sistema nervoso central (SNC) os efeitos do mercurio inorganico sao:
irritabilidade, fadiga, mudangas comportamentais, tremores, cefaléia, perda
auditiva e cognitiva, disartria, incoordenagdo motora e alucinagbes podendo
estes pacientes evoluirem com obito. Ja a exposigdo ao metilmercurio na
mulher gravida e na primeira infancia leva a situagées como alteragées no
desenvolvimento do SNC do feto ou da crianga (Graeme & Pollack, 1998;
Nascimento & Chasin, 2001).
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Alguns autores relatam que a agado do mercurio no sistema nervoso
central se da pela sua unido ao grupamento —SH, o que leva a inibicdo de
enzimas que contém este grupamento (Yee & Choi, 1994). Essa unido faz
também com que o mercurio iniba varios receptores (muscarinicos,
dopaminérgicos e nicotinicos), além de promover o bloqueio do canal para Ca*
em neurdnios ganglionares (Weinsberg et al., 1995).

Além de alterar a permeabilidade dos canais para calcio como citado
anteriormente, o mercurio inorganico tem a capacidade de aumentar a
permeabilidade da corrente para cloro dos receptores GABAa no ganglio da raiz
dorsal, o que cursa com a hiperpolarizagdo neuronal (Huang & Narahashi,
1996).

O aumento da liberacdo de neurotransmissores como acetilcolina,
dopamina, norepinefrina e serotonina sdo relatados por alguns autores como
efeitos tanto do metilmercurio quanto do cloreto de mercurio (Atchison &
Narahashi, 1982; Miyamoto, 1983; Atchison, 1986; Traxinger & Atchison, 1987,
Mckay et al., 1986; Nakazato et al., 1979).

Todas as alteragdes nos processos de transmissao sinaptica, nos
processos relativos a canais ibnicos e nas alteracbes de funcionalidade
enzimaticas causadas pela intoxicagdo com as diferentes formas de
apresentacdo do mercurio citadas acima sado importantes para produzir os

multiplos sinais e sintomas da intoxicagao.

1.5 Efeitos do mercurio sobre outros 6rgaos

Inimeros séo os trabalhos que mostram as alteragdes cardiovasculares
decorrentes do efeito do mercurio. Alteragdes como o aparecimento de
arritmias, reducdo da atividade eletromecanica do coragdo (condugado atrio-
ventricular e desenvolvimento de forga) e da pressao sistélica em coragdes
isolados expostos a concentragbes micromolares (Massaroni et al., 1992 e
1995; Vassallo et al., 1999). Aumento da resisténcia vascular pulmonar e
redugdo da pressdo arterial sistdlica (PAS) e diastdlica (PAD) em ratos
anestesiados e tratados com concentragbes mais altas de HgCl, (5 mg/kg)
(Rossoni et al.,, 1999). Além de aumento da pressado arterial (PA) e da
frequéncia cardiaca (FC) apds administracdo aguda de baixas doses de cloreto
de mercurio (Machado et al. 2007).



23
Introducéo

O mercurio também exerce efeitos sobre os pulmdes, sistema
imunoldgico, reprodutor e além da exposicdo ao metal estar possivelmente
relacionado com aumento da incidéncia de cancer (Gémez et al., 2007;
Gleichmann et al., 1989).

O mercurio é uma substancia nefrotéxica que induz a faléncia renal e
causa necrose tubular principalmente dos tubulos proximais (Clarkson, 1997;
Zallups, 2000; Stacchiotti et al., 2004) sendo as lesdes renais dose-
dependentes (Houser et al., 1992; Bohets et al., 1995; Burton et al., 1995;
Pelletier et al., 1987 e Bagenstose et al., 1999).

Pelo acima exposto fica claro que a intoxicacdo pelo mercurio afeta
varios sistemas de nosso organismo. O presente trabalho, no entanto, foca sua
atencao nas repercussdes na regulagao neural do sistema cardiorrespiratério,
uma area ainda pouco explorada. Para melhor situarmos nosso objeto de
estudo, faremos a seguir uma breve revisdo das areas bulbares envolvidas no

controle cardiorrespiratorio.

1.6 Fisiologia da regulagao central do sistema cardiorrespiratorio

Ha muito tempo ja é sabido que perfuséo tecidual, e consequentemente,
as trocas entre os capilares e os tecidos dependem da manutenc&o da pressao
arterial (PA) em niveis de normalidade. O mecanismo responsavel pelo
controle da PA se da por dois tipos: os que operam a curto prazo e aqueles que
atuam a longo prazo. A regulagéo a curto prazo ocorre através de mecanismos
neurais que corrigem batimento a batimento os desvios da PA dos seus niveis
basais, sendo essas corregdes, efetuados por mecanismos neurais que
envolvem estruturas bulbares.
Os mecanismos de regulagdo da pressao arterial a longo prazo envolvem a
sintese e liberagdo de hormdbnios como renina, fator natriurético atrial e

vasopressina para a circulagdo sanguinea.



24
Introducéo

1.6.1 Areas bulbares responsaveis pela regulagdo neural do sistema

cardiovascular.

1.6.1.1 Nucleo do Trato Solitario (NTS)

As areas responsaveis pela regulagdo neural da pressao arterial,
frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria, estdo situadas nos nucleos
bulbares, sendo o nucleo do trato solitario (NTS) um importante sitio de
interacdo e processamento dos sinais aferentes relevantes a este processo. O
NTS é constituido por diferentes grupos de neurdnios, os quais se estendem na
regiao dorsal do bulbo.

O NTS é uma das estruturas responsaveis pela geragao e controle da
atividade autondmica simpatica e parassimpatica (Guyenet, 1985). E uma area
onde ocorre integracdo das informagdes relacionadas a PA, FC, enchimento
venoso, atividade cardiaca, composi¢cao quimica do sangue etc. Apds analise e
processamento dessas informagdes, a mesma é encaminhada a outras regides
do sistema nervoso central, especialmente para as areas ventrolaterais do
bulbo que funcionalmente podem ser divididas em duas partes: uma parte
rostral, que parece participar do controle ténico da PA e atividade barroreflexa,
e a parte caudal, que seria um responsavel pela atividade simpatica ténica
(Sved et al, 2000; Campos et al., 2001).

O NTS também tem um papel importante na modulagado parassimpatica
cardiorreflexa, pois manda projegdes pré-ganglionares parassimpaticas para
nucleos bulbares parassimpaticos, como o nucleo dorsal motor do vago (DMV)
em algumas espécies e para o nucleo ambiguo (NA). (McAllen e Spyer, 1976;
Nosaka et al., 1982; 1979 ; Spyer, 1979; Loewy e Spyer, 1990).

E sabido que no NTS existe a participagdo de um grande numero de
neurotransmissores e/ou  neuromoduladores envolvidos no controle
cardiovascular e na modulagdo da atividade eferente simpatica. Dentre os
neurotransmissores e/ou neuromoduladores, podemos destacar: as aminas
biogénicas (dopamina, histamina, serotonina, acetilcolina) e os neuropeptidios
(vasopressina, angiotensina, encefalinas, neuropeptidios, bradicinina)
(Amstrong et al, 1982; Cassel et al, 1992).
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1.6.1.2. Bulbo Ventrolateral Caudal (CVLC)

O CVLM recebe projecbes glutamatérgica oriundas do NTS e emite
projecbes gabaérgicas para o nucleo rostroventrolateral do bulbo (RVLM)
sendo esta a principal area vasopressora do bulbo (Urbanski e Sapru, 1988; Yu
e Gordon, 1996; Aicher et al., 1995). Com isso toda vez que o CVLM é
inativado, ocorre um aumento na atividade nervosa simpatica (Cravo et al,
2006) e quando o CVLM é estimulado, a resposta esperada € hipotenséao e
bradicardia (Urbanski & Sapru, 1988; Agarwal et al, 1989; Marchenko & Sapru,
2003), sendo a hipotensao um resultado da inibicdo do RVLM, através de uma
acgao inibitéria (Urbanski & Sapru, 1988b; Agarwal et al, 1991; Verberne &
Guyenet, 1992; Sved et al, 2000).

1.6.1.3 Nucleo Rostroventrolateral do Bulbo (RVLM)

O nucleo rostroventrolateral do bulbo (RVLM) é responsavel pela
manutengao do tonus vascular (Campos, 2008). Os neurbnios presentes nesta
area determinam a frequéncia de despolarizacdo dos neurbnios pré-
ganglionares simpaticos (Spyer, 1990).

O RVLM possui neurénios responsaveis pela génese e manutencao do
ténus simpatico (Kishi et al, 2001; Oliveira-Sales et al, 2010) os quais mandam
projecdes excitatorias para coluna intermédia lateral (IML) na medula espinhal
(Guyenet, 1990). Os neurbnios pré-ganglionares simpaticos localizados na
coluna IML na medula espinhal por sua vez irdo estimular os neurénios pés-
ganglionares nos ganglios simpaticos os quais irdo distribuir a atividade
simpatica para os diversos 6rgaos e sistemas (Gebber, 1990; Sved & Gordon,
1994). O RVLM é a regido mais importante na génese e na modulagcdo das
aferéncias simpaticas (Barman, 1984; Ross et al. 1984, Guyenet, 1985).

O principal modulador da atividade do RVLM é o CVLM, porém o RVLM
também recebe projecdes diretas da area pressora caudal (APC), nucleo do
trato solitario (NTS) importantes para regulagédo da homeostasia.

Estudos comprovam a existéncia de uma via excitatoria direta do NTS
para o RVLM (Urbanski & Sapru, 1988; Mauad & Machado, 1998), e deste para
a coluna intermediolateral (IML) da medula espinhal, de onde partem os

neurdnios simpaticos para o sistema cardiovascular.
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1.6.1.4 Area Pressora Caudal (APC)

A APC e uma éarea bulbar que se conecta ao CVLM através de
interneurdnios inibitérios, inibindo-o, 0 que permite a excitagdo do RVLM e
consequentemente uma maior atividade sinaptica. (Campos et al, 2001;
Horiuchi et al, 2004). Aparentemente a acdo da APC depende do RVLM para
causar alteragdes cardiovasculares, sendo que a inibigao do RVLM bloqueia a
resposta mediada pela APC, todavia, a inibicdo da APC nao bloqueia ag¢des

cardiovasculares mediadas pelo RVLM. (Silva et al, 2001).

1.6.1.5 Nucleo Ambiguo (NA)

O NA esta localizado na area bulbar ventrolateral, sendo composto de
duas colunas longitudinais (dorsal e ventral). A coluna dorsal é dividida em
uma formagdo compacta rostral, uma formagao semi-compacta intermediaria e
uma formagao reticulada caudal (Bieger e Hopkins, 1987). A coluna ventral
também chamada de formacdo externa do NA contém neurbnios pré-
ganglionares parassimpaticos que inervam o coragdo e outras estruturas
supradiafragmaticas. (Bieger e Hopkins, 1987, Hophins e Armour, 1982; Kalia,
1981). Na formagdo externa do NA estdo localizados pré-motoneurdnios
respiratorios bulboespinhais (Von Euler, 1979).

No NA também estdo localizados neurdnios motores que controlam as
respostas cronotrépicas, inotropicas e dromotropicas negativas do coragao
(Massari et al. 1998). Esse dado é confirmado pelos estudos de Massari e de
Gatti que ao realizar microinjegbes de L-glutamato dentro de sub-regides do NA
de gatos, observaram uma intensa bradicardia e uma redugao da velocidade de
conduc¢ao atrioventricular.

Assim como visto no NTS, diversos estudos mostram a participacao de
receptores de aminoacidos excitatérios na neurotransmissao para o NA e para
o DMV (Willis et al. 1996, Chan et al, 1984, Izzo et al, 1993, Massari et al,
1995). A participagdo de neurotransmissores como acetilcolina, substancia P e
encefalinas também ja foram estudadas, sendo a microinjecdo dos mesmos no
NA capaz de prover bradicardia, mas as repostas sdao menores, mais lentas e
de maior duragédo (Agarwal & Calaresu, 1991). A microinjecdo de antagonista

gabaérgicos, no NA, foi capaz de aumentar de forma significante a frequéncia
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de descarga destes neurdnios, sugerindo a existéncia de impulsos gabaérgicos
tonicamente ativos para estas células (Gilbey et al. 1984).

1.6.1.6 Nucleo Dorsal Motor do Vago (DMV)

Apesar da origem principalmente das fibras pré-ganglionares cardiacas
vagais serem no NA, algumas fibras eferentes vagais partem do DMV (Kalia &
Sullivan, 1982). A principal fungdo do DMV parece estar relacionada com a
regulacdo do trato gastrintestinal (Hsieh et al, 1998), porém uma pequena
porcao de seus neurbnios projeta fibras eferentes vagais para o coragéo (Kalia
& Sullivan, 1982; Loewy & Spyer, 1990; Cheng & Powley, 2000). Estudos
demonstram o envolvimento do DMV com efeitos dromotrépicos negativos,
porém a maioria dos efeitos dromotrépicos cardiacos tem origem no NA
(Massari et al, 1995). Além disso foram observados neurdnios pré-ganglionares
cardiacos vagais com imunorreatividade para acetilcolina e alguns com

atividade para a enzima 6xido nitrico sintase no DMV (Takanaga et al, 2003).

1.6.2 Areas supra-bulbares responsaveis pela regulagio neural do
sistema cardiovascular.

Estruturas supra-bulbares também participam da regulagéo da atividade
cardiovascular através da modulagao de centros bulbares (Hilton et al., 1966).

Participam dessa regulagdo estruturas do mesencefalicas, incluindo o
complexo do nucleo parabraquial (Loewy, 1991), o nucleo de Kolliker-FUse
(Loewy & Mckellar, 1980), a substancia cinzenta periaquedutal (Pelosi et al.,
2005), estruturas prosencefalicas incluindo o hipotalamo, o nucleo central da
amigdala (Fukumori et al., 2004), além de estruturas do cortex cerebral
(Resstel et al., 2005), como a area septal (Scopinho et al., 2006), e o nucleo do
leito da estria terminal (Alves et al., 2007; Crestani et al., 2007). Porém a
atuacao principal dessas areas nao é a regulacado do sistema cardiovascular.
As areas supra-bulbares atuam modulando o sistema cardiovascular quando
sdo estimuladas, por exemplo, durante as reagdes de defesa do organismo, em
situagao de perigo (Kubo et al., 2002; Tavares e Corréa, 2006; Resstel et al.,
2008; Walker & Carrive, 2003). Sdo de extrema importancia na manutencao da

atividade cardiovascular durante situagdes de risco.
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Varios pesquisadores utilizam as microinje¢cdes intracisternais para
estudas a acao de varias substancias em varios nucleos nas superficies dorsal

e ventral da medula oblonga (Pires et al, 1998; Jordan, 2004; Bogle et al, 1990)

1.7 Injecao intracisternal (IC)

A cisterna magna € uma dilatacdo do espag¢o subaracnodideo, contém
grande quantidade de liquor, ocupa o espacgo entre a face inferior do cerebelo e
a face dorsal do bulbo. Continua-se caudalmente com o espacgo subaracnoideo
da medula e liga-se ao quarto ventriculo através de uma abertura mediana
(Sproull, 1963; Dangelo & Fanttini, 2007). O liquor contido na cisterna magna
se espalha rapidamente ao longo da superficie ventral do tronco cerebral. O
fluxo responsavel por este feito flui dos ventriculos laterais através do forame
interventricular de Monro para o terceiro ventriculo. De Ia, ele corre para o
quarto ventriculo através do aqueduto cerebral de Sylvius e em seguida,
através do forame de Magendie e Luschka para o espago subaracndideo,
passando ventralmente em pontos da cisterna através da fossa interpenducular
para a regido ao redor do circulo de Willis, e continuando o seu sentido
chegando as principais artérias cerebrais. Fluxo do liquor é influenciado
principalmente pela sua produgdo em uma extremidade e sua absorgdo em
outra. Porém outros fatores como a pulsagao das artérias intracranianas que a
cada sistole aumenta a pressao liquérica empurrando liquor de forma lenta,
também contribui para a movimentagao do liquor no sistema nervoso central
(Pinna, 2000; Dangelo & Fanttini, 2007). Por esse motivo varios pesquisadores
utilizam as microinje¢des intracisternais para o acesso de varias substancias
em varios nucleos nas superficies dorsal e ventral da medula oblonga (Pires et
al, 1998; Jordan, 2004; Bogle et al, 1990) . Nesse trabalho escolhemos esta
técnica com intuito de acessar de forma direta, rapida e segura regides ventrais
e dorsais do bulbo, que estdo classicamente envolvidas no controle
cardiorrespiratorio. No entanto € importante real¢ar que tal procedimento nao
delimita de forma precisa as areas a serem atingidas pelo mercurio, mas como
um trabalho inicial que visa avaliar as a¢gdes centrais do mercurio, essa técnica

€ de grande confiabilidade e validade.
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1.8 Justificativa

Os seres humanos estdo expostos constantemente ao mercurio, seja
por fontes naturais ou provenientes de atividades humanas e como
consequéncia desta exposicdo, os individuos podem apresentar efeitos
neurotdxicos graves ou até morte. Diante de acidentes ocorridos decorrentes
da intoxicagdo por mercurio, os cientistas tém realizado pesquisas com a
finalidade de esclarecer os mecanismos pelos quais o0 mercurio age nos
diversos 0Orgaos e sistemas e a concentragdo capaz de causar alteragdes
estruturais e funcionais no organismo.

Buscando contribuir com um melhor entendimento das ag¢gdes do
mercurio, desenvolvemos uma pesquisa que visa investigar os mecanismos
pelos quais este metal exerce efeito sobre as estruturas relacionadas com a
regulacdo neural do sistema cardiorrespiratorio, bem como a concentragao de
mercurio necessaria para ocasionar esses efeitos, fato este muito relevante
como dado para estudo dos possiveis quadros clinicos resultantes da

exposicao dos pacientes a diferentes doses deste metal.
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Il OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da injecédo intracisternal do HgCl, no controle central dos

sistemas cardiovascular e respiratorio.

2.2 Objetivos Especificos

1- Quantificar os efeitos das diferentes doses de HgCl; intracisternal sobre
os parametros cardiovasculares e respiratorios.

2- Avaliar a participacdo do sistema nervoso simpatico nas alteracbdes da
regulagdo cardiovascular e respiratoria induzida pela injecéo
intracisternal de HgCl,.

3- Avaliar a participacado do sistema nervoso parassimpatico nas alteracoes
da regulagdo cardiovascular e respiratéria induzida pela injecao

intracisternal de HgCls.
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ll. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais Experimentais

Para realizacdo dessa pesquisa foram utilizados ratos Wistar, machos,
higidos, com peso de 300 gramas, fornecidos pelo biotério do Programa de
Pd6s-Graduagao em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal do Espirito
Santo. Os ratos foram tratados com agua tratada e alimento “ad libitum”. O
controle de luminosidade era proximo as condi¢des normais, com ciclo de 12
horas. Todos os experimentos foram realizados em conformidade com as
orientagdes para a investigacdo biomédica, como indicado pelas Sociedades
Brasileira de Biologia Experimental e aprovado pelo Comité de Etica
Institucional (CEUA-EMESCAM 003/2007).

3.2 Anestesia

No inicio do experimento cada animal foi introduzido em uma cuba de
vidro (3 dm® ) contendo algoddao embebido com halotano (Cristdlia) para
indugdo da anestesia por inalacdo. Depois da anestesia, os animais eram
colocados em uma mesa cirurgica, em decubito dorsal, e mantidos a indugéo
anestésica através de uma mascara feita com béquer de 125 ml revestido
internamente com algodao embebido com halotano, que foi conservado nas
narinas até que a veia femoral fosse canulada e entdo administrado anestésico
geral intravenosamente (i.v).

Apos a canulacido da veia femoral, o béquer foi retirado e a anestesia
mantida com uretana (ethyl carbamate — Sigma Chemical) na dose de 1,2 g/Kg
de rato pela via endovenosa. A escolha desse anestésico foi devido ao fato do
mesmo provocar uma pequena depressdo dos reflexos cardiovasculares e
respiratorio do animal, mantendo um longo periodo de anestesia (Maggi & Meli,
1986). Durante a realizacdo do experimento, sempre que necessario, eram
administradas doses suplementadas de uretana para manutencdo de um plano

anestésico adequado.
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3.3 Procedimentos Cirurgicos

3.3.1 Canulagao

Cada animal foi submetido a uma incisdo cutanea de aproximadamente
8 mm, na linha mediana ventral da regido inguinal esquerda, proximo a virilha
do animal, com a finalidade de dissecar a veia e a artéria femoral.

Para a canulagéo da veia femoral, foi inserido um catéter de polietileno
PE-50, preenchido com uretana (30%) acoplado a uma seringa de 1 ml.
Posteriormente a artéria femoral foi canulada utilizando um catéter de
polietileno (PE 50) preenchido com salina-heparina (Salina 0,9% e heparina

100:1/Ul) acoplado a uma seringa de 1 ml.

3.3.2 Traqueostomia

Apo6s canulagao foi realizada a traqueostomia com uma canula traqueal
de polietileno com intuito de melhorar a ventilagdo pulmonar do animal durante
a realizagcdo do experimento, além de permitir o registro da frequéncia
respiratoria.

Para a colocacdo da canula traqueal, foi realizado uma incisdo de
aproximadamente 5 cm na linha mediana cervical, com exposi¢gao e
afastamento dos musculos esterno-hioide e tireo-hioide, para visualizagao da
traquéia. A incisdo cirurgica foi feita entre os anéis cartilaginosos da traquéia e
em seguida foi inserido um tubo de polietileno com 0,2 mm de didmetro interno
e 6,0 cm de comprimento, interiorizando aproximadamente 1 cm de traquéia.

O registro de volumes respiratérios foi realizado através da conexéo da
canula traqueal a um pneumatocoégrafo (Fleish 0000) ligado a um transdutor de
baixa presséo (Validyne DP45) e um amplificador (Carrier Amplifier, Gould 20-
4615), conectado ao poligrafo (Gould RS 3400).

3.3.3 Craneotomia

O ultimo procedimento realizado foi a craneotomia na qual o animal é
colocado em decubito ventral na tabua cirurgica de madeira, para a realizag&o
de uma incisdo, no sentido antero-posterior da linha mediana do cranio do
animal com exposi¢ao da calota craniana e dos musculos esplénico da cabecga,

semi-espinhal cefalico e trapézio. Esses eram dissecados com bisturi elétrico
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(BM-250-Medcir) na porgdo mediana no sentido antero-posterior para tornar
possivel a visualizagdo da membrana atlanto occipital.

3.4 Estereotaxia

3.4.1 Posicionamento do animal

Os animais foram posicionados em decubito ventral em um aparelho
estereotaxico (Stoelting, Wood Dale, IL,USA) proporcionando firme insergéo e
simetria bilateral ao cranio, com barra de fixagdo auricular colocada no meato
auditivo externo e a barreira incisiva ajustada em -11, para injegao

intracisternal.

3.4.2 Acesso a cisterna magna para injeg¢oes intracisternais

Fixado o cranio do animal no estereotaxico e apds a craneotomia,
visualizou-se a cisterna magna, localizada inferiormente ao osso occipital. As
injecdes intracisternais foram feitas com uma agulha Mizze introduzida na
cisterna magna conectada a uma céanula de polietileno PE 10 preenchida com a

solugao a ser injetada, por uma microsseringa de 10 ul (Hamilton).

3.5 Temperatura Corporal

Durante todo o experimento, a temperatura corporal do animal foi
mantida em 37+ 0,5°C, por meio de uma manta térmica (Homeothermic
BlanKet Control Unit, Harvard), com o sensor (par termoelétrico) posicionado

no reto do animal.

3.6 Registros Hemodinamicos

A pressao arterial sistdlica, diastélica e a pressao arterial média foram
registradas através de uma canula inserida na artéria femoral esquerda, ligada
a um transdutor de pressdo (Viggo-Spectramed, P 23 XL), conectada a um
amplificador (Pressure Processor, Gould, 20-4615-526611). Os registros
desses sinais foram feitos com um poligrafo de 4 canais (Gould RS 3400),
previamente calibrado. A frequéncia cardiaca (FC) foi medida com um
frequencimetro (Biotach, Gould 13-64615-66) a partir de onda de pulso de
pressédo arterial. Os registros da PAS, PAD, PAM e FC foram digitalizados
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(Biopac MP 100) e armazenados no disco rigido de um computador para

posterior analise.
3.7 Protocolos Experimentais

3.7.1 Aplicagao de Cloreto de Mercurio (0,62 ng/Kg, 1,2 ng/Kg, 2,4 ug/Kg,
60 ng/Kg e 120 ng/Kg).

Para todos os experimentos esperou-se a estabilizagdo hemodinamica
do animal. No quinto minuto apds a estabilizagao injetou-se 5 ul de cloreto de
mercurio ou salina intracisternalmente com uma seringa Hamilton 10 microlitros
em um periodo de um minuto. A coleta de dados foi realizada nos tempos 0
(imediatamente antes da injecao intracisternal), 5, 10, 20, 30, 40 e 50 minutos
ap6s a injecao intracisternal. Foram coletados dados para avaliar: pressao
artéria sistolica, pressao arterial diastdlica, pressao arterial média, frequéncia

cardiaca e frequéncia respiratéria.

Injecdo de HgCl,/ Salina

\/

| 0 I 5min.| 10 min.l 20 minl 30 miri[ 40 mini 50 min.l

Estabilizagao

3.7.2 Injecao Intravenosa de Hidrocloreto de hexameténio, Cloridrato de
Prasozin e Metilnitrato de atropina.

Cinco minutos ap6s a estabilizagao dos parametros cardiorrespiratérios
foi realizada a inje¢ao intravenosa de Hidrocloreto de hexametdnio (20 mg/Kg
i.v) ou Cloridrato de prasozin (1 mg/Kg i.v) ou Metilnitrato de atropina (1 mg/Kg
i.v) e apos 10 minutos a injegao intracisternal 60 ug/Kg de HgCl, . A coleta de
dados foi feita nos tempos 0 (imediatamente antes da injec&o intravenosa de
Hidrocloreto de hexametdnio ou Cloridrato de Prasozin ou Metilnitrato de
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atropina), 10 minutos apos injegao intavenosa de Hidrocloreto de hexametdnio
(Hexa), Cloridrato de prasozin (Pras) e Metilnitrato de atropina (Metil) e aos 5,

10, 20, 30, 40 e 50 minuto apos a injecdo intracisternal de 60 ug/Kg de HgCl,.

Hexa/Pras/Metil  HgCl,/Salina

R
-

Estabilizagao

10 min. 5 minJ 10 min.] 20 min.} 30 min.|{ 40 min. | 50 min.

3.8 Grupos Experimentais

A pesquisa foi realizada utilizando-se os seguintes grupos experimentais:

Grupo Controle ic (NaCl a 0,9%) (n:7)

Grupo HgCl, 0,62 ug/Kg ic (n:7)

Grupo HgCl»1,2 ug/Kg ic (n:7)

Grupo HgCl, 2,4 ug/Kg ic (n:7)

Grupo HgCl,60 ug/Kg ic (n:7)

Grupo HgCl, 120 pg/Kg ic (n:3)

Grupo Controle ic, Hidrocloreto de hexametonio iv (n:6)

© N o g bk whdh =

Grupo 60 HgCl;ic, Hidrocloreto de hexameténio iv (n:6)
9. Grupo Controle ic, Cloridrato de prasozin iv (n:6)
10.  Grupo 60 HgCl;ic, Cloridrato de prasozin iv (n:6)
11.  Grupo Controle ic, Metilnitrato de atropina iv (n:6)

12.  Grupo 60 HgCl;ic, Metilnitrato de atropina iv (n:6)
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3.9. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos com média + erro-padrao da média
(EPM). A estatistica utilizada foi Analise de Variancia (ANOVA) 2 vias para
medidas repetidas. Quando a ANOVA apresentava significancia estatistica, o
teste post-hoc de Bonferroni era realizado para comparagao entre as médias. O

nivel de significancia adotado foi de 5%.

3.10 Drogas Utilizadas

Foram utilizadas para injeg&o intracisternal.

1. NaCl a 0,9% (Vetec) como controle

2. Cloreto de mercurio (Sigma) em dose de 0,62 ug/Kg; 1,2 ug/Kg; 2,4 ng/ Kg;
60 nug/ Kg e 120 ng/ Kg dissolvida em NaCl 0,9% e administrada em um volume
de injecdo de 5 pL.

3. Uretana (ethyl carbamate — Sigma Chemical)

4. Halotano (Cristalia)

5. Hidrocloreto de hexametdnio (Sigma)

6. Cloridrato de prasozin (Sigma)

7. Metilnitrato de atropina (Sigma)

As drogas s6 eram administradas quando o animal apresentava parametros

cardiorrespiratorios estaveis.
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IV RESULTADOS

4.1 Avaliagoes das alteragoes cardiorrespiratorias induzidas por injegoes

intracisternais de salina e 0,68; 1,2 e 2,4 ug/Kg de HgCl,
Ao avaliarmos o efeito da administracao intracisternal de salina e 0,68,

1,2 e 2,4 ng/Kg de cloreto de mercurio observamos que ndo houve alteragdes

significativas (p>0,05) nos parametros cardiorrespiratorios dos grupos Controle

e Mercurio.
200- .
- Salina

1604 & HgCl, 0,68 ug/Kg
;:i HgCl, 1,2 ng/Kg
£ - HgCl, 2,4 ng/Kg
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Figura 1: Valores de pressao arterial sistdlica (PAS) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apos injegao intracisternal de 0,68; 1,2 e 2,4 ug/Kg. Os resultados estdo expressos como

média + erro padrdao da média. ANOVA (duas vias) p>0,05.
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Figura 2: Valores de pressao arterial diastolica (PAD) dos grupos Controle e Mercurio antes e

apos injegao intracisternal de 0,68; 1,2 e 2,4 ug/Kg. Os resultados estdo expressos como

média + erro padrdao da média. ANOVA (duas vias) p>0,05.
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Figura 3: Valores de pressao arterial média (PAM) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apos injecao intracisternal de 0,68; 1,2 e 2,4 ug/Kg. Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo da média. ANOVA (duas vias) p>0,05.
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Figura 4: Valores de freqiéncia cardiaca (FC) dos grupos Controle e Mercurio antes e apds
injecdo intracisternal de 0,68, 1,2 e 2,4 ug/Kg. Os resultados estdo expressos como média *
erro padrao da média. ANOVA (duas vias) p>0,05.
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Figura 5: Valores de frequéncia respiratéria (FR) dos grupos Controle e Mercurio antes e apds
injecdo intracisternal de 0,68; 1,2 e 2,4 ug/Kg. Os resultados estdo expressos como média +
erro padrdo da média. ANOVA (duas vias) p>0,05.
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4.2 Avaliagoes das alteragoes cardiorrespiratorias induzidas por injegoes
intracisternais de 60 ug/Kg de HgCl;

Ao avaliarmos o efeito da administracdo de 60 ug/Kg cloreto de mercurio
observamos elevagéao significativa (p<0,05) da PAS, PAD, PAM e reducédo da
FR.

Tabela 1
Efeitos da administracdo de prasozin nos grupos controle e mercurio (60ug/kg).

0 min Hexa 5 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
PAS Ct 88,8914 57,141 56,631 57,4413 50,7943 49,9143 50,9814 53,134
(mmHg) Hgcl, 120,625 93,033 92,3012 99,2943 104,14+3 108,64t6 94,0319 62,0013
PAD Ct 119,366 83,9513 83,7213 81,354 76,165 79,3416 80,087 82,48+8
(mmHg) HgCl, 88,33%4 61,4013 62,7112 68,7512 68,0913 70,9815 59,8218 39,1944
PAM Ct 102,945 65,6212 66,98+2 66,713 59,964 60,0914 60,214 62,435
(mmHg) HgCl, 105,67+4 73,87+3 75,3612 80,7912 79,6514 82,6816 67,9618 44,2314
FC Ct 398,60+13 375,89+19 363,27+19 370,76+16 358,49+17 347,28+13 378,11+13 390,22+18
(opm) HgCl, 384,16+14 381,85+20 388,91+20 404,79+17 486,78+32 536,08+35 572,73+34 555,97+35
FR Ct 98,415 87,215 97,216 98,416 91,617 89,616 99,617 97,216
(rpm)  HgCl, 103,25 109,216 129,610 135,6111 124,8+9 124,8+10 128,4+11 98,418

Tablela 1: Pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastolica (PAD), pressao arterual média (PAM), freqiiéncia cardiaca (FC), freqiiéncia
resopiratéria de ratos controle e mercurio. Os resultados foram expressos em média + EPM, ANOVA 2 vias para medidas repetidas (Post-Hoc

Bonferroni). p <0.05.
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Figura 6: Valores de pressao arterial sistélica (PAS) dos grupos Controle e Mercurio antes e

apos injecao intracisternal de salina e mercurio 60 pug/Kg. Os resultados estdo expressos como

média £ erro padrao da média. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; # antes vs.

apos injecao de mercurio.
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Figura 7: Valores de pressao arterial diastélica (PAD) dos grupos Controle e Mercurio antes e

apos injegao intracisternal de salina e mercurio 60 pug/Kg. Os resultados estdo expressos como

média + erro padrao da média. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; # antes vs.

apos injecao de mercurio.
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Figura 8: Valores de pressao arterial média (PAM) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apos injegdo intracisternal de salina e mercurio 60 pug/Kg. Os resultados estdo expressos como
média + erro padrao da média. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; # antes vs.

apos injecao de mercurio.
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Figura 9: Valores de frequéncia cardiaca (FC) dos grupos Controle e Mercurio antes e apos
injecdo intracisternal de salina e mercurio 60 ug/Kg. Os resultados estdo expressos como

média + erro padrdo da média. ANOVA (duas vias) p>0,05.
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Figura 10: Valores de freqiiéncia respiratéria (FR) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apos injegao intracisternal de salina e mercurio 60 pug/Kg. Os resultados estdo expressos como
média £ erro padrao da média. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; # antes vs.

apos injecao de mercurio.
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4.3 Avaliacbes do comportamento cardiorrespiratéorio da injegao
intracisternal de Hgcl2 120 ug/Kg
Os ratos que receberam injecéo intracisternal de cloreto de mercurio na

dose de 120 ug/Kg morreram devido a parada cardiorrespiratéria.
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Figura 11: Alteragbes cardiorrespiratérias do grupo Mercurio, antes e apds injegado

intracisternal de mercurio na dose de 120 pg/Kg.
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4.4 Avaliagoes da participacdao do sistema nervoso autdbnomo nas
alteragdes cardiorrespiratérias induzidas pela injegao intracisternal de 60
ng/Kg de HgCl,

As figuras 12, 13 e 14 mostram os efeitos da administragdo de salina e
de mercurio antes e apdés o bloqueio ganglionar com hexameténio. Tanto no
grupo Controle como no grupo Mercurio o0 hexametbnio reduziu
significativamente (p<0,05) a PAS, PAD e PAM. Estas por sua vez, ndo foram
alteradas apds administragcao de salina e cloreto de mercurio 60 ug/Kg. A FC e

FR néo alteraram de forma significativa apds a injegdo de hexametoénio, salina

ou cloreto de mercurio 60 ug/Kg.
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Figura 12: Valores de pressao arterial sistélica (PAS) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apos bloqueio ganglionar (hidrocloreto de hexametdnio 20 mg/Kg.) e injegao intracisternal de
salina ou 60 ng/Kg de HgCl,. Os resultados estdo expressos como média = erro padréo da
meédia. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; § antes vs. apds injecdo de

hexametdnio; # antes vs. apos inje¢ao de mercurio.
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Figura 13: Valores de pressao arterial diastdlica (PAD) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apos bloqueio ganglionar (hidrocloreto de hexametdnio 20 mg/Kg.) e injegao intracisternal de
salina ou 60 ng/Kg de HgCl,. Os resultados estdo expressos como média = erro padréo da
meédia. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; § antes vs. apds injecdo de

hexametdnio; # antes vs. apos inje¢ao de mercurio.
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Figura 14: Valores de pressédo arterial média (PAM) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apos bloqueio ganglionar (hidrocloreto de hexameténio 20 mg/Kg.)e injecéo intracisternal de
salina ou 60 pg/Kg de HgCl,. Os resultados estdo expressos como média + erro padrédo da
meédia. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; § antes vs. apds injecdo de

hexametdnio; # antes vs. apos inje¢ao de mercurio.
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Figura 15: Valores de frequéncia cardiaca (FC) dos grupos Controle e Mercurio antes e apds
bloqueio ganglionar (hidrocloreto de hexametdnio 20 mg/Kg.) e injecao intracisternal de salina

ou 60 pg/Kg de HgCl,. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; § antes vs. apds

injecdo de hexametodnio; # antes vs. apds injecao de mercurio.
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Figura 16: Valores da freqléncia respiratéria (FR) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apo6s bloqueio ganglionar (hidrocloreto de hexametdnio 20 mg/Kg.)e inje¢do intracisternal de
salina ou 60 ng/Kg de HgCl,. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da

média. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; § antes vs. apds injecéo de

hexametbnio; # antes vs. apos inje¢ao de mercurio.
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4.5 Avaliagcées da participagcao do sistema nervoso simpatico nas
alteragoes cardiorrespiratorias induzidas pela inje¢ao intracisternal de
HgCl, 60 png/Kg

Ao avaliarmos o efeito da administracdo de salina e 60 ug/Kg cloreto de
mercurio apos a inibicdo de receptores ai-adrenérgicos observamos reducgéo
da PAS, PAD e PAM apds injecao intravenosa de prasozin sem alteragao da
FC, além de elevacgao significativa (p<0,05) da PAS aos 20 (CT: 76,1 + 5,5 e
HgCl,. 104,1 = 3,7 mmHg) e 30 (CT: 99,3 + 6,6 e HgCl,: 108,6 £ 6,7 mmHgQ)
minuto, PAD aos 20 (CT: 50,8 + 3,1 e HgCl,. 68,1 £ 3,6 mmHg) e 30 (CT: 49,9
+ 3,3 e HgCly. 71 £ 5,6 mmHg) minuto, PAM aos 20 (CT: 60 + 4 e HgCly. 79,7 +
4,1 mmHg) e 30 (CT: 60 + 4,4 e HgCl,. 82,7 + 5,8 mmHg) minutos, FR aos 5
(CT: 97,2 £ 6,1 e HgCl»: 129,6 + 10,8 rpm), 10 (CT: 98,4 + 6,7 e HgCl».135,6 +
11,5 rpm), 20 (CT: 91,6 + 7,6 e HgCl,: 124,8 + 9,6 rpm) e 30 (CT: 89,6 + 6,7 e
HgCl, : 124,8 + 10,7 rpm) minutos somente na comparagao entre grupos e
elevagdo da FC aos 20 (CT: 358,5 + 17,1 e HgCl»:386,8 + 32 bpm), 30
(CT:347,3 + 13,2 e HgCl,: 536,1 + 35,8 bpm), 40 (CT:378,1 + 13,3 e HgCly:
572,7 £ 34,2 bpm) e 50 (CT: 390,2 + 18,2 e HgCl,: 556 + 35,4) minutos na
comparagao entre grupos e intra grupos apos injecado intracisternal de

mercurio.



49

Resultados
160+ .
-o- Salina (n=6)
-=- HgCl, (n=6
o 120] s gCl, (n=6)
I
£
80
e §
<«
40
c 1 1 1 1 1 1 1 1
S 9 O O N ©
qép LN » %
€
Tempo (min)

Figura 17: Valores de presséo arterial sistélica (PAS) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apo6s bloqueio de receptor alfa-1 (cloridrato de prazosin 1mg/kg.) e injecao intracisternal de
salina e mercurio 60 pg/Kg. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da

média. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; § antes vs. apds injecao de

prasozin; # antes vs. apos injegdo de mercurio.
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Figura 18: Valores de pressao arterial diastdlica (PAD) dos grupos Controle e Mercurio antes e

apo6s bloqueio de receptor alfa-1 (cloridrato de prazosin 1mg/kg.) e injecao intracisternal salina

e mercurio 60 pug/Kg. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdao da média.

ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; § antes vs. apds injegdo de prasozin; #

antes vs. apos injecdo de mercurio.
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Figura 19: Valores de presséo arterial média (PAM) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apo6s bloqueio de receptor alfa-1 (cloridrato de prazosin 1mg/kg.) e injecao intracisternal salina
e mercurio 60 pug/Kg. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdao da média.

ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; § antes vs. apds injegdo de prasozin; #

antes vs. apos injecdo de mercurio.
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Figura 20: Valores de frequéncia cardiaca (FC) dos grupos Controle e Mercurio antes e apds

bloqueio de receptor alfa-1 (cloridrato de prazosin 1mg/kg.) e injecado intracisternal salina e

mercurio 60 ug/Kg. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média.

ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; § antes vs. apds injegdo de prasozin; #

antes vs. apos injecdo de mercurio.
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Figura 21: Valores de freqléncia respiratéria (FR) dos grupos Controle e Mercurio antes e
apo6s bloqueio de receptor alfa-1 (cloridrato de prazosin 1mg/kg.) e injecao intracisternal de
salina e mercurio 60 ug/Kg. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da
média. ANOVA (duas vias). p<0,05: * Controle vs. Mercurio; § antes vs. apds injecao de

prasozin; # antes vs. apos injegdo de mercurio.

4.6 Avaliagcées da participacao do sistema nervoso parassimpatico nas
alteragoes cardiorrespiratérias induzidas pela inje¢cao intracisternal de
HgCl, 60 ng/Kg

Na figura 22 mostram os efeitos da injec&o intracisternal de cloreto de
mercurio 60 pug/Kg apoés bloqueio de receptores muscarinicos realizado por
injecao intravenosa de metilnitrato de atropina (antagonista muscarinico).

Apos injecdo intravenosa de metilatropina os ratos apresentaram
elevacdo da frequéncia cardiaca e discreta elevacido da pressao arterial,
quando realizado a injegao intracisternal de cloreto de mercurio na dose de 60
ug/Kg ocorreu apnéia associada a hipotensao arterial culminando com parada
cardiorepiratoria dos ratos, o mesmo nao aconteceu quando foi realizada a
injecdo intravenosa de metilnitrato de atropina com posterior injecéo

intracisternal de salina.
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Figura 22: Alteragbes cardiorrespiratérias do grupo Mercurio, apds injecdo intravenosa de
metilnitrato de atropina (1mg/Kg), antes e depois da injecao intracisternal de mercurio na dose

de 60 ng/Kg.
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V DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que microinje¢des intracisternais de
HgCl, induzem alteragdes no controle cardiorrespiratério como aumento da
PAS, PAD e PAM e reducao da FR. Nossos resultados também demonstram o
envolvimento do sistema nervoso autdnomo nessas respostas. Sabe-se que
microinje¢cdes intracisternais permitem o acesso de farmacos e outras
substancias a varios nucleos das superficies dorsais e ventrais da medula
(Sproull, 1963), onde se situam nucleos e estruturas envolvidas com o controle
cardiorrespiratorio. Por esse motivo € razoavel inferir que nossos resultados
sdo consequéncia dos efeitos de HgCl, nestas areas, no entanto, a técnica

empregada nao nos permite delimitar com precisao o sitio de agao.

Até o presente momento, ndo existem estudos evidenciando alterag¢des
cardiorrespiratorias decorrentes da microinje¢ao intracisternal de cloreto de
mercurio no sistema nervoso central. Diante da caréncia de estudos nesta
area, nossa discussao sera embasada em hipoteses calcadas nas alteracdes

dos parametros fisioldgicos observados.

5.1 Efeitos da injegcdo intracisternal de HgCl, no sistema
cardiorrespiratorio

Em nossos estudos, observamos que injecao intracisternal de HgCl,
provoca ativacdo do sistema nervoso autbnomo e como consequéncia
aumento da pressdo arterial sistdlica, diastdlica e média com redugéo
simultdnea da frequéncia respiratéria, sendo essas alteracbes dose-
dependentes. Em doses menores 0,68; 1,2 e 2,4 ug/Kg nado obtivemos
respostas e na dose de 60ug/Kg obtivemos alteracdo de todos os parametros
exceto da FC. A dose 120ug/Kg de cloreto de mercurio desencadeou o 6bito
dos ratos por parada cardiorrespiratoria, sendo entdo uma dose com potente
efeito neurotdxico sobre o sistema nervoso central. Diante disso resolvemos

estudar as possiveis causas dessas alteracbes, na dose de 60ug/Kg,



Discussao 54

postulando mecanismos que justifijuem o aumento da PAS, PAD, PAM e
redugao da FR.

Tem sido descrito na literatura (Brookes, 1992 e Aschner et al., 2000) a
capacidade do metilmercurio em inibir a recaptagdo do glutamato, promovendo
aumento dos niveis deste mediador quimico e da estimulagédo glutamatérgica
no sistema nervoso central, o que pode levar a morte celular e
neurodegeneragao. Estes dados nos levam a postular a possibilidade de que
parte de nossos resultados sejam dependentes da ativagdo de nucleos da
superficie ventral bulbar dentre eles o RVLM. Esta regido é faciimente
acessada pelas injegdes intracisternais, e como consequéncia a estimulagao do
RVLM, temos a excitagdo de neurbnios pré-motores simpaticos na IML (Coluna
intermédia lateral). Propomos que estes efeitos sejam devidos primariamente
ao aumento da concentracdo de glutamato no RVLM. Este mecanismo
ocasionaria um aumento da atividade simpatica com consequente aumento da
PAS, PAD e PAM.

No estudo de Huang e Narahash, (1996) realizado em neurbnios do
ganglio da raiz dorsal, foi observada a existéncia de um grupo sulfidrila nos
quais mercurio se liga, acarretando uma ativagdo da proteina G inibitoria e
assim abertura de canais para ions cloro. E bem conhecida e aceita a afinidade
do cloreto de mercurio com o grupo sulfidrila (Webb, 1966) e a participagédo do
grupo sulfidrila na modulagéo dos receptores NMDA. (Aizenman et al., 1989;
Lazarewicz et al. 1989). Com base no estudo de Huang e Narahash (1996)
postulamos que parte dos efeitos cardiovasculares do cloreto de mercurio
possam também ser mediados por inibicdo do NTS através da estimulagao de
receptores GABAA com consequente ativacdo da proteina Gi e abertura de
canais para ion cloreto, levando entdo a ndo estimulagdo do CVLM e com isso
liberacdo do RVLM com consequente aumento da PAS, PAD e PAM.

A existéncia de mecanismos que atuam na frequéncia cardiaca de forma
antagobnica pode ter sido responsavel pela inalteragéo da FC.

Nos estudos de Massari et. al., 1995 e Gatti et al., 1996, realizados em
gatos, a microinjecdo de L-glutamto dentro de sub-regides do nucleo ambiguo
(NA) promoveu intensa bradicardia. No estudo de Chistravanshi et al., 1991 o
qual realizou microinjecao de glicina dentro do NA, obteve como resposta um

aumento significativo da FC basal.  Com isso, a ativagdo ou inibicdo de
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diferentes regides e receptores no NA pode ter sido responsavel pela anulagéo
da possivel alteragdo da FC ocasionada por microinjegdo intracisternal de

cloreto de mercurio, demonstrando a variabilidade da FC.

As injecdes intracisternais também acessam nucleos da superficie
dorsal que estdo envolvidos com o controle respiratério. A depressao
respiratéria encontrada apods a injecado intracisternal de HgCl, pode ser
resultante de mecanismos reflexos ou mesmo de outros mecanismos
intrinsecos do HQCl, sobre neurdnios especificos. Dentre os mecanismos
postulados, sugerimos a possibilidade de agdes mediadas por proteina G
inibitéria e canais para cloreto. Lembramos que a excitabilidade e a circuitaria
de controle autondémico e respiratério sdo diversas e com propriedades
especificas, que muitas vezes apresentam efeitos antagbnicos para um mesmo
estimulo.

Outra justificativa para redugdo da FR seria o aumento do fluxo
sanguineo para os pulmdes e para os tecidos, decorrente do aumento da
pressado arterial. A melhora da perfuséo tecidual e a troca gasosa reduziram
entdo, os niveis de CO; na circulagdo sanguinea com consequente redugao da
frequéncia respiratoria.

A dose 120ug/Kg de cloreto de mercurio desencadeou o ébito dos ratos
por parada cardiorrespiratéria, sendo entdo uma dose com potente efeito

neurotoxico sobre o sistema nervoso central.

5.2 Participagdo do sistema nervoso auténomo (simpatico e
parassimpatico) nas alteragoes cardiorrespiratérias induzidas pela
injegao intracisternal de HgCl;

Apds o bloqueio ganglionar com hexametbnio todas as alteragbes
desencadeadas por 60ug/Kg de cloreto de mercurio desapareceram,
confirmando a participagdo do sistema nervoso autbnomo nas respostas
cardiorrespiratorias. Porém a injecdo de hexametdnio ndo esclarece qual a
divisdo do sistema (simpatico e/ou parassimpatico) responsavel pelas
respostas, necessitando da realizacdo de um bloqueio especifico.

Para avaliagdo da participagdo simpatica utilizamos um antagonista de

receptor-a4 (prasozin). Apds realizagdo do bloqueio de receptores ay
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observamos que o aumento pressorico induzido pela injegao intracisternal de
60 ung/Kg de HgCl, foi abolido e houve aumento da FR. Porém quando
comparamos o0 grupo Controle Prazosin com o grupo Mercurio Prazosin,
observamos aumento da PAS, PAD, PAM e FC no grupo Mercurio Prazosin.

Sugerimos que o aumento pressorico do grupo Mercurio quando
comparado ao grupo Controle, seja decorrente do aumento da frequéncia
cardiaca, que possivelmente elevou o débito cardiaco e consequentemente a
pressao arterial. A elevacao da frequéncia cardiaca pode ser decorrente da
acao direta do sistema nervoso simpatico no nodo sino atrial ou por ativagao de
receptores B4- adrenérgicos cardiacos por adrenalina circulante originada das
terminacdes pds-sinapticas e da glandula supra-renal, ja que os receptores
alfa-adrenérgicos estdo bloqueados. Porém, a estimulagdo simpatica pelo
mercurio continua ocorrendo, tendo como consequéncia um aumento da
noradrenalina circulante. Essa por sua vez, ao ativar receptores [34-
adrenérgicos, aumentaria a FC, VS (volume de ejecédo) e como consequéncia a
pressao arterial.

Sustentando a hipotese da hiperpolarizagao ocasionada por ativacao de
receptores GABA pelo mercurio no NTS, nao é provavel que a elevagao da FC
seja por ativagdo do barorreflexo decorrente da queda de pressdo arterial
provocada pela inibicdo de receptor-a4, pois a elevagao da FC ocorreu a partir
do vigésimo minuto apos a redugao da pressao arterial e € sabido que o
barorreflexo atua regulando a pressao de forma aguda, batimento a batimento.

O aumento da FR pode ser consequéncia da reducdo do fluxo
sanguineo para os pulmdes e para os tecidos, decorrente da redugdo da
pressao arterial, reduzindo a perfuséo tecidual e a troca gasosa, aumentando
entdo os niveis de CO;, na circulagdo sanguinea, tendo como consequéncia
aumento da frequéncia respiratoria.

ApOs a avaliagdo da participagdo simpatica € importante identificar e
qualificar a participagdo parassimpatica e para isso utilizamos um antagonista
de receptor muscarinico (Metilnitrato de atropina) e obtivemos como resposta a
morte dos ratos por parada cardiorrespiratéria. Até o presente momento nao
sabemos justificar a mortes dos ratos do grupo Mercurio. Porém, podemos
postular que o acesso de pequenas concentragdes deste antagonista a areas

bulbares da superficie ventral e dorsal em que a barreira hematoencefalica é
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mais permeavel e que estdo envolvidas no controle respiratorio possa ser uma
explicagdo para este achado. O efeito da injegéo intracisternal de cloreto de
mercurio na regulacao neural do sistema cardiovascular ndo havia sido objeto
de nenhuma investigacdo até o presente momento. Nossos resultados
evidenciam, pela primeira vez, alteragbes decorrentes da ativacdo de areas
responsaveis por regular a pressao arterial, frequéncia cardiaca e frequéncia
respiratéria, promovidas pelo cloreto de mercurio e a participacao do sistema

nervoso autbnomo nestas respostas.
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VI CONCLUSOES

Nossos resultados permitem concluir que o cloreto de mercurio no
sistema nervoso central promove alteracdes cardiorrespiratérias. Esses efeitos
sdo dose-dependente, ja que as doses 0,68ug/Kg, 1,2ug/Kg, 2,4ug/Kg de
cloreto de mercurio tem pouca ou nenhuma influencia sobre a regulacdo neural
do sistema cardiorrespiratério de ratos, enquanto que a dose de 60ug/Kg de
cloreto de mercurio leva a alteracbes na pressado arterial e na frequéncia
respiratoria. Ja a dose de 120ug/Kg cloreto de mercurio tem efeito neurotoxico,

culminando com 6bito do animal.

Além disso, nossos resultados demonstram a participacdo do sistema
nervoso autbnomo nessa resposta, permitindo inferir que o cloreto de mercurio
esteja atuando em nucleos na superficie dorsal e ventral do bulbo, ativando
nucleos responsaveis pela regulagdo do sistema cardiorrespiratorio.

Os resultados obtidos sdo de grande importancia, uma vez que até o
presente momento nenhum estudo havia investigado os efeitos da microinjecao
intracisternal de cloreto de mercurio na regulagdo neural do sistema

cardiorrespiratorio.
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Abstract

The present studies were conducted to changes arising from mercury poisoning in the central
nervous system (CNS), with a focus on determining the receptors and neurotransmitters
involved. Currently, little is known regarding the neurological basis of the cardiopulmonary
effects of mercury poisoning. We evaluated changes in systolic arterial pressure (SAP), diastolic
arterial pressure (DAP), respiratory rate (RR) and heart rate (HR) following a 5ul intracisternal
(i.c) injection of mercuric chloride (HgCl,) and the participation of the autonomic nervous system
in these responses. Animals were utilized 58 distributed randomly into 10 groups and
administered a 5 pL intracisternal injection of 0.68 pg/kg HgCl, (n =7), 1.2 yg/kg HgCl, (n=7),
2.4 pg/kg HgCl, (n=7), 60 pg/kg HgCl, (n=7), 120 pg/kg HgCl, (n=3), saline (control) (n=7),
60ug/kg HgCl, plus prazosin (n=6), saline plus prazosin (n=6), 60ug/kg HgCl, plus metilatropina
(n=4) or saline plus metilatropina (n=4)HgCl,. Anesthesia was induced with halothane and
maintained as needed with urethane (1.2 g/kg) administered intravenously (i.v.) through a
cannula placed in the left femoral vein. The left femoral artery was also cannulated to record
systolic arterial pressure (SAP), diastolic arterial pressure (DAP) and heart rate (HR). A
tracheotomy was performed to record respiratory rate. Animals were placed in a stereotaxic
frame, and the cisterna magna was exposed. After a stabilization period, solutions (saline or
HgCl,) were injected i.c., and cardiopulmonary responses were recorded for 50 minutes.
Involvement of the autonomic nervous system was assessed through the i.v. injection of
hexamethonium (20 mg/kg), prazosin (1 mg/kg) and methylatropine (1mg/kg) 10 minutes before
the i.c. injection of HgCl, or saline. Treatment with 0.68, 1.2, 2.4 ug/kg HgCl, or saline did not
modify basal cardiorespiratory parameters, whereas the 120 ug/kg dose induced acute toxicity,
provoking respiratory arrest and death. The administration of 60 ug/kg HgCl,, however, induced
significant increases (p < 0.05) in SAP at the 30°, 40° and 50° min, timepoints and DAP at the
5°,10°, 20°, 30°, 40° and 50° timepoints. RR was significantly decreased at the 5°, 10°, 20°, 40°
and 50°min timepoints; however, there was no change in HR. Hexamethonium administration,
which causes non-specific inhibition of the autonomic nervous system, abolished the observed
cardiorespiratory effects. Similarly, prazosin, a as-adrenoceptor blocker that specifically inhibits
sympathetic nervous system function, abolished HgCl, induced increases in SAP and DAP
without affecting HR and RR. Methylatropine (1mg/Kg), a parasympathetic nervous system
inhibitor, exacerbated the effects of HgCl, and caused slow-onset respiratory depression,
culminating in respiratory arrest and death. Our results demonstrate that increases in SAP and
DAP induced by the i.c. injection of mercuric chloride are mediated by activation of the
sympathetic nervous system.

Keywords: Mercury chloride, central effects, cardiopulmonary regulation.



1. Introduction

Due to its toxicity and mobility in ecosystems, mercury is considered to
be an environmental pollutant that poses a high health risk (Davis et al., 1994).
Ingestion or inhalation of mercury is known to induce toxicity in a number of
different biological systems, including the heart, lung, kidney, brain and immune
system (Oliveira et al., 1994, Houser et al.,, 1992, Gémez et al., 2007;
Gleichmann et al., 1989). In Iraq, the ingestion of bread made with mercury-
contaminated wheat resulted in the deaths of over 500 people (Bakir et al.,
1973). Similar cases of mercury poisoning due the ingestion of contaminated
wheat have been reported in Pakistan (1963), Guatemala (1966), Argentina
(1980) and New Mexico (Bakir et al., 1973; Clarkson, 1993; Saint-Phard & Van
Dorsten, 2004).

Mercury is highly neurotoxic (Bakir et al., 1973, Gochfeld, 2003). Patients
in Japan and Iraq suffering from mercury poisoning presented with symptoms of
neural dysfunction, including ataxia, the deterioration of speech, decreased in
the visual field, sensory changes, deafness, blindness, tremors, involuntary
movements, mental retardation, coma and death. These clinical symptoms of
mercury poisoning have been described as Minamata disease and Hunter-
Russell syndrome (Gochfeld, 2003, Takeuchi et al., 1996).

Currently, studies on the effects of mercury in the central nervous system
(CNS) focus on determining which neurotransmitters and receptors are involved
in the neurotoxicity of mercury. Despite these efforts, much remains unknown,
particularly with regard to cardiopulmonary effects induced by mercury
poisoning (Coa, et al., 2010, Atchison and Narahashi, 1982, Atchison, 1986,

Shafer et al., 1990). This study was designed to evaluate of mercury dose could



alter the neural regulation of cardiorespiratory system when used acutely in
central nervous system and determine the role of the autonomic nervous

system in this process.

2. Materials and methods

Male Wistar rats weighing 300 g were used for this study. All experiments
were conducted in compliance with the guidelines for biomedical research
provided by the Brazilian Societies of Experimental Biology and approved by
the Institutional Ethics Committee (CEUA-EMESCAM 003 and 021/2007). The
animals were housed under standard laboratory conditions with water and food
provided ad libitum, and environmental temperature was set at 26 + 2°C. Rats
were anesthetized with vaporized halothane gas (3%) in an induction chamber
and maintained under anesthesia with intravenous (i.v.) administration of
urethane (1.2 g/kg). Supplementary doses of anesthetic were administered
when necessary, as indicated by the paw pinch reflex and/or by unstable
cardiovascular recordings. For i.v. drug administration, the left femoral vein was
cannulated with a heparinized (40 U/ml) catheter (PE 50) filled with saline.
Arterial blood pressure was recorded using a heparinized (40 U/ml) saline-filled
catheter (PE 50) inserted into the left femoral artery and connected to a
pressure transducer (Statham P23 Db, Valley View, OH, USA). Systolic arterial
pressure (SAP), diastolic arterial pressure (DAP) and heart rate (HR) were
recorded with a Gould RS 3400 polygraph. A tracheotomy was performed on all
animals, and the respiratory rate (RR) was recorded using a pneumotachograph
(Fleish 0000) and a low-pressure transducer (Valadine) connected to a

polygraph. All cardiovascular and respiratory activity data were digitalized



(Biopac MP 100) and stored on a computer hard drive prior to analysis. A
homeothermic blanket (Harvard) was used to maintain rectal temperatures
between 36-37°C.

Animals were mounted on a stereotaxic apparatus (Stoelting, Wood
Dale, IL, USA) to provide stabilization and bilateral symmetry of the skull. The
lifting bar was placed in the ear, and the external auditory canal incisive barrier
was set at -11 mm. For intracisternal (i.c.) injections, the dorsal surface of the
brainstem was exposed by retracting the skin and muscles at the base of the
skull, allowing visualization of the atlanto-occipital membrane. Mercuric chloride
(HgCly) injections were performed with a Mizzi needle inserted into the cisterna
magna. The Mizzi needle was connected to a microsyringe (Hamilton, 10 uL)
and a polyethylene (PE 10) catheter filled with the injection solution.

Animals were utilized 58 distributed randomly into 10 groups and
administered a 5 L intracisternal injection of 0.68 pg/kg HgCl, (n =7), 1.2 pg/kg
HgCl, (n=7), 2.4 ug/kg HgCl, (n=7), 60 pg/kg HgCl, (n=7), 120 ug/kg HgCl,
(n=3), saline (control) (n=7), 60ug/kg HQCl, plus prazosin (n=6), saline plus
prazosin (n=6), 60ug/kg HgCl, plus metilatropina (n=4) or saline plus
metilatropina (n=4). Data recordings began after hemodynamic stabilization was
achieved. All microinjections were performed at the after 0 timepoint, after
baseline recordings were obtained. SAP, DAP, HR and RR were recorded at
the following timepoints: 0 (prior to i.c. injection) and 5, 10, 20, 30, 40 and 50
min injection of HgCl, or Saline. To evaluate the involvement of the autonomic
nervous system in cardiorespiratory responses to mercury, animals were also
administered the following drugs: hexamethonium (20 mg/kg, i.v), a ganglionic

blocker that causes non-specific inhibition of the autonomic nervous system;



prazosin (1 mg/kg, i.v), an al-receptor blocker that inhibits only the sympathetic
branch of the autonomic nervous system; and methylatropine (1 mg/kg, i.v), a
cholinergic blocker that inhibits only the parasympathetic branch of the
autonomic nervous system. The effect of these drugs on basal cardiorespiratory
regulation was assessed before and 10 min after their injections. Data were
collected at the following timepoints: 0 (stabilization), 10 min after administered
hexamethonium/methylatropine/prazosin and 5, 10, 20, 30, 40 and 50 min after
injection of HgCl, or Saline.

Data are presented as the mean £+ SEM. The two-way ANOVA analysis

followed by post-hoc Bonferroni tests. Significance was assumed at p < 0.05.

3. Results

Treatment with 0.68, 1.2, and 2.4 ug/kg HgCl; or saline did not modify
basal cardiorespiratory parameters, whereas 120 pg/kg HgCl, induced acute
toxicity, resulting in respiratory arrest and death. Microinjection of 60 ug/kg
HgCl,, on the other hand, induced a significant increase (p < 0.05) in SAP and
DAP while reducing the RR (Figure 1A-B and 2B).

To determine the role of the autonomic nervous system in these
cardiopulmonary changes, hexamethonium (20 mg/kg, i.v.), a ganglionic
blocker, was administered. Hexamethonium induced similar decreases in SAP,
DAP, HR and RR in both control and experimental groups and resulted in the
reversal of several cardiorespiratory effects observed in animals treated with
60ug/kg HgCl, (seeTable 1).

The autonomic nervous system is composed of two subsystems: the

sympathetic and parasympathetic nervous systems. We further elucidated the



role of the autonomic nervous system using prazosin, a a1-adrenergic
antagonist that inhibits sympathetic function, and methylatropine, a cholinergic
receptor blocker that inhibits parasympathetic function. Prasozin partially
abolished the effects of HgCl, on SAP, DAP, RR and increased the HR (Figure
3A-B and 4A-B). Methylatropine (1mg/kg, i.v.), however, exacerbated the
cardiorespiratory effects of HgCl,, causing slow-onset respiratory depression

that culminated in respiratory arrest and death.

4. Discussion

The present study demonstrates that HgCl, induces changes in the
cardiorespiratory regulation, characterized primarily by increases in SAP and
DAP and reduced RR. Furthermore, our results elucidate the role of the
autonomic nervous system in these responses autonomic blockade abolished
hemodynamic and RR changes. Our use of i.c. microinjections allows
substances to access various sites in the dorsal and ventral surfaces of the
medulla (Sproull, 1963). The floor of the fourth ventricle and the ventral surface
areas are involved in various mechanisms of central autonomic and respiratory
regulation. It is likely that the observed changes in cardiorespiratory regulation
are the consequence of HgCI, toxicity in these areas; however, the present
technique is unable confirm the precise brain regions targeted.

The present study was with aimed to evaluate the effects of intracisternal
injection of HgCl, in the central control of cardiovascular and respiratory
systems, given that our discussion will be made through hypotheses that justify

the changes central control of cardiovascular and respiratory systems.



The doses of 0.68, 1.2, and 2.4 pg/kg HgCl, were not able to cause
cardiovascular and respiratory changes when injected into the CNS, being
considered in we study doses whit little or never effect neurotoxic.

It is possible that the observed increases in SAP and DAP induces by
injection of 60 pg/kg HgCl, are due to inhibition of glutamate uptake by the
rostral ventrolateral medulla (RVLM). This would result in extended RVLM
stimulation causing an increase in sympathetic activity that, in turn, increases
SAP and DAP. Indeed, Brookes (1992) and Aschner et al. (2000) reported that
methylmercury inhibits glutamate uptake, increasing glutamatergic stimulation
of the CNS that can result in cell death and neurodegeneration. Alternatively,
inhibition of the nucleus of the solitary tract (NTS) through GABA receptor
stimulation would result in Gi-protein activation and the opening of chloride ion
channels. These changes would lead to inhibition of the caudal ventrolateral
medulla (CVLM) and RVLM activation. Huang and Narahashi (1996)
demonstrated that mercury can bind to sulhydryl groups in dorsal root ganglion
neurons, resulting in the activation of Gi proteins and the opening of chloride ion
channels.

In addition to the effects on SAP and DAP, we observed significant
reductions in RR (figure 4) following i.c. treatment with HgCl,. This could be
mediated through direct neurotoxicity or cell death indirectly induced by
glutamate overstimulation in the nucleus ambiguus (NA), a region that contains
pre-respiratory motoneurons (Von Euler, 1979). On the other hand, the
hyperpolarization of NTS through chloride ion channel activation could result
from GABA receptor activation GABA receptor activation inhibits NA activity,

causing a reduction in the respiratory rate. When stimulated, the NA can



promote both bradycardia and tachycardia, depending on the receptor type that
is activated. Studies in cats have shown that microinjection of L-glutamate
within subregions of the NA promoted intense bradycardia (Massari et. al.,
1995, Gatti et al., 1996). Conversely, Chistravanshi et al. (1991) demonstrated
that microinjection of glycine into the NA elicited tachycardia. It is possible that
HgCl, interacts with both NA receptor types, thus resulting in a null effect on
HR.

Based on these findings it was necessary to evaluate the participation of the
autonomic nervous system in the cardiorespiratory changes induced by the i.c.
injection of 60 mg/kg HgCl,. Hexamethonium, a ganglion blocker, reversed the
cardiopulmonary effects triggered by 60 mg/kg HgCl, (Table 1), thus confirming
the involvement of the autonomic nervous system as a mediator of
cardiorespiratory responses. Hexamethonium, however, affects both the
sympathetic and parasympathetic branches of the autonomic nervous system,
thus preventing determination of the specific subsystem mediated the observed
changes. We evaluated the role of the parasympathetic subsystem using
methylatropine a muscarinic acetylcholine receptor antagonist. Vassallo et. al.
(1996) observed that atropine prolonged the survival of animals from 60 to 120
minutes following an i.v. injection of high concentrations of HgCls. In the present
study, all animals treated with methylatropine after i.c. HgCl, microinjection
exhibited respiratory arrest and death. Although methylatropine does not cross
the blood-brain barrier, it is absent in certain areas of the medulla. These areas
are the putative sites of action for this anti-muscarinic drug. Inhibition of
acetylcholine in these areas of the medulla would likely exacerbate HgCl,

toxicity, explaining the observed respiratory arrest and death. It is important to



note, however, that the current results do not confirm this hypothesis. To
evaluate the role of the sympathetic nervous system, prazosin, an as-receptor
antagonist, was used. The blockage of as-receptors reversed the changes
triggered by 60 mg/kg HgCl,. These results indicate that the effects of HgCl, on
cardiopulmonary regulation are likely driven by the sympathetic nervous
system.

The present study suggest that 60 mg/kg HgCl elicits a significant increase of
SAP, DAP and reduced RR and that these effects are likely mediated through

the activation of the sympathetic nervous system.
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Legends

Figure 1: (A) Systolic arterial pressure (SAP) and (B) diastolic arterial pressure (DAP) in control
and 60 ug/kg HgCl,-treated animals before and after i.c. injection. Results are expressed as the
mean +* SEM. Two-way ANOVA, repeated measures. p < 0.05: * control (n = 7) vs. HgCl,-

treated (n = 7) rats; # before vs after HgCl, treatment.

Figure 2: (A) Heart rate (HR) and (B) respiratory rate (RR) in control (n = 7) and 60 ug/kg
HgCl,-treated (n = 7) animals before and after i.c. injection. Results are expressed as the mean
+ SEM. Two-way ANOVA, repeated measures. p < 0.05: * control vs. HgCl,-treated rats; #

before vs. after HgCl, treatment.

Figure 3: (A) Systolic arterial pressure (SAP) and (B) diastolic arterial pressure (DAP) in control
(n = 6) and 60 pg/kg HgCl,-treated (n = 6) animals before and after i.c. injection and
administration of the a1-receptor blocker, prozasin. Results are expressed as the mean + SEM.
Two-way ANOVA, repeated measures. p < 0.05: * control vs. HgCl,-treated rats; # before vs.

after HgCl, treatment.

Figure 4: (A) Heart rate (HR) and (B) respiratory rate (RR) in control (n = 6) and 60 ug/kg
HgCl,-treated (n = 6) animals before and after i.c. injection and administration of the a1-receptor
blocker, prazosin. The results are expressed as the mean + SEM. Two-way ANOVA, repeated

measures. p < 0.05: * control vs. HgCl,-treated rats; # before vs. after HgCl, treatment.
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Table 1 Effect of administration of hexamethonium in control and mercury

- Control (n=6)
- HIGL (=)

b

=

E1m- . *

5 l L

=

= 120

-

=3

Ew—

L e LB m s
SH CN P S e

(60ug/kg) groups.
Star Hexa 5 min 10min 20min 30 min 40 min 50 min
SAP Ct 12543° 87+1 92+2 90+3 92+3 9445 95+2 9513
(mmHg) HeCl, 125+3%  §045 89+6 94+5 9143 10049 10249 107+10
DAP Ct 84+5% 6543 6743 6742 662 6843 75+4 7144
(mmHg) HgCl,  gg+3¥ 5744 6545 67+4 64+4 63+5 65+6 67+6
Ct 399+15° 36947 37748  373+13  376+12  381+15  385+18 389421
HR (bpm)
HeCl, 410417° 378417 377417 379417 383417 391420 400420 396+22
RR Ct  104+5% 118410 11247 102410  103+9 10448  115+10 11349
(breaths/min)  HgCl, 102+5% 115412 112411 11049 11245  108+4 11748 11048

Table 1: Systolic arterial pressure (SAP), diastolic arterial pressure (DAP), heart rate (HR), respiratory rate (RR) of control rats (CT) and

mercury rats (HgCI2).The results are expressed as mean + SEM. 2-way ANOVA followed by Bonferroni post- tests for all analysis. Ct (n

=6) vs. HgCI2 (n = 6). p < 0.05: * control vs. HgCl2-treated rats; # before vs. after HgCl treatment.: o« before vs.after hexameténio.
2



